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(57) Abstract 



A filtration process is disclosed for preparing nucleic acids from natural sources. The nucleic acid -containing sources are disintegrated, 
the disintegrated product is left to rest for a certain time, the resulting disintegrated product is passed through a filtering layer made of glass, 
silica gel, aluminium oxide or powdery diatom aceous earth or non wovens of interwoven or glued glass fibres and silica gel, cellulose, 
paper, pressed paper, non wovens of paper, particles, layers, membranes or plastics, such as non woven fabrics based on polypropylene. 
The fraction that passes through the filtering layer is collected and the nucleic acids are isolated from the collected fraction and purified. 

Filtrationsverfahren zur Preparation von Nucleinsfluren aus naturlfchen Quellen, wobei die nucleinsSurehaldgen Quellen aufgeschlossen 
werden, der Aufschlufi fur einen Zeitraum runt, der resultierende Aufschlufl cine Filterschicht aus Glas, Silicagel, Aluminiumoxid oder 
geschOtteter Diatomeenerde oder verwebten oder verklebten Vliesen aus Glasf asera und Silicagel sowie Cellulose, Papier, gepreBtem Papier, 
Vliesen aus Papier oder auch Partikel oder Schichten, Membranen oder Kunststoffe, wie non woven fabrics, basierend auf Polypropylen, 
passiert, die aus der Filterschicht austretende Fraktion aufgefangen wird und anschliefiend die Nucleinsaure aus der aufgerangenen Fraktion 
isoliert und gereinigt wird. 
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Verfqhyen m d Vpyrichtunq zur Iflolieruna vo n Zellin- 
haltBStoffen vie Nucleina aurcn aua naturlichen Ouellen 

Gegenstand der vorliegenden Erf indung ist ein Verfahren zur 
Preparation von Nucleinsiuren aus naturlichen Quellen, wie 
z. B. E. coli Zellen, humanen und tierischen Zellen durch 
Abtrennung der auf geschlossenen naturlichen Quellen, wie 
Zellen oder Zelltrummer, in einer Probe durch Filtration 
sowie Zusammenstellung enthaltend Hilf smittel ftir die Durch- 
fuhrung des Verfahrens. 

Bei der Preparation von Zellinhaltsstof f en, insbesondere von 
Nucleinsauren, stellt sich oft das Problem, die aufgeschlos- 
senen natfirlichen Quellen, aus denen diese Inhaltsstof f e 
stammen, von den geldsten Stoffen zu trennen. Ublicherweise 
erfolgt die Abtrennung der Zellen oder Zelltrummer mittels 
Zentrifugation, wobei sich die Zelltrummer oder Zellen als 
Pellet im Zentrif ugationsrdhrchen abscheiden. Die geldsten 
Inhaltsstof fe finden sich dann im Uberstand und k&nnen pipet- 
tiert werden. Bei der Preparation von NucleinsSuren zur Ab- 
trennung der auf geschlossenen Zellen oder deren Bruchstucke 
konnten sich einfache Filtrationsverfahren nicht durchsetzen, 
da die Zelltrximmer entweder durch die zu grobporigen Filter 
durchlauf en und somit fur TrQbungen und Verunreinigungen im 
Filtrat sorgen oder bei Verwendung von Filtern mit ent- 
sprechend engen Poren es jedoch zwangslfiufig zur Verstopfung 
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der Filter kommt, so daS eine sinnvolle Preparation der 
Zellinhaltsstof fe nicht mehr moglich ist. 

Der vorliegenden Erfindung liegt mithin das Problem zugrunde, 
ein Verfahren bereitzustellen und eine Vorrichtung zu 
schaffen, mit deren Hilfe Zentrif ugationsschritte zur Pra- 
paration von Zellinhaltsstof fen aus naturlichen Quellen, wie 
Zellen, vermieden werden konnen durch einfacher zu hand- 
habende Filtrationsschritte . 

Das der Erfindung zugrundeliegende technische Problem wird 
gelost durch ein Verfahren gemafi den Merkmalen des Anspruchs 
1. Die sich daran anschlieSenden UnteransprGche betreffen 
bevorzugte Ausfuhrungsf ormen des erf indungsgemSSen Verfah- 
rens. Die erf indungsgemaSe Zusammenstellung weist die Merkma- 
le des Anspruchs 13 auf . 

Urn Inhaltsstof fe aus Zellen zu isolieren, werden diese 
ublicherweise zunachst auf geschlossen. Bei der Preparation 
von Nucleins&uren mussen die Zellen beispielsweise zunachst 
durch die Verwendung von Enzymen, wie z. B. Proteinase K, 
Lysozym und Detergenzien wie SDS, Bri j , Triton X 100, Tween 
10, DOC und Chemikalien wie Natriumhydroxid, Guanidin-Hydro- 
chlorid und Guanidin-Isothiocyanat auf geschlossen werden. 
Die Zellbruchstucke werden durch Zentrifugation sediment iert 
und der Uberstand dekantiert oder abpipettiert und an- 
schlieSend durch eine Chromatographie oder Extraktion mit 
Phenol oder Chloroform und einer Alkoholfallung gereinigt. 
Maniatis; Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel, 
F.M. et al., eds. (1991) Wiley Interscience, New York; 
Birnboim H.C, and Doly, J. (1979) A Rapid Alkaline Extraction 
Procedure for Screening Recombinant Plasmid DNA. Nucl. Acids 
Res. 7, pp 1513 - 1522. 

Diese Zentrifugation in einer in Laboratorien iiblichen Zen- 
trif uge, z. B. Heraeus Biofuge GL, Beckmaim GS6 dauert zwi- 
schen 15 min und 2 h bei 3.000 rpm bis 20.000 rpm # je nach 
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Anwendungsfall und PartikelgroSe der Zellbruchstucke. Daraus 
ergibt sich, dafi bei groSen Probenzahlen die Zentrif ugation 
einen grofcen Personalaufwand und Zeitverluste bedeutet. Es 
ist daher wunschenswert , ein einf aches und schnelles Ver- 
fahren zur Entfernung der Zellbruchstucke zur Verfugung zu 
haben . 

Die bisher verfugbaren Filtermaterialien und Filtrations- 
methoden haben sich in Vorversuchen nicht zur Abtrennung 
dieser biologischen Zelltrummer geeignet . Sterilfilter aus 
z. B. Nylon oder Celluloseacetat mit PorengroSen von 0,2 /xm 
Oder 0,45 verstopfen sofort und besitzen keine Kapazitat, 
eine groSere Menge an Zellbruchstucken zuruckzuhalten . Diese 
Filter eignen sich lediglich zur Filtration von Flussigkeiten 
mit einem nur sehr geringen Feststoff oder zellularen Kon- 
taminationen. 

Das erf indungsgemaSe Filtrationsverf ahren zur Preparation 
von Nucleinsaure aus naturlichen Quellen geht davon aus, daS 
die nucleinsSurehaltigen Quellen zunachst aufgeschlossen 
werden. Der AufschluS wird fur einen Zeitraum ruhen gelassen. 
Vorzugsweise betragt die Ruhezeit mindestens 1 Minute, 
besonders bevorzugt sind 5 bis 10 Minuten. Der result ierende 
AufschluS passiert dann eine Filterschicht aus Glas, Silica- 
gel, Titanoxid, Aluminiumoxid oder geschiitteter Diatomeenerde 
oder verwebten oder verklebten Vliesen aus Glasfasern und 
Silicagel sowie Cellulose, Papier, gepreStem Papier, Vliesen 
aus Papier oder auch Partikel oder Schichten, Membranen oder 
Kunststoffe, wie beispielsweise non woven fabrics, basierend 
auf Polypropylen . Die aus der Filterschicht austretende 
Fraktion wird danach aufgefangen und anschlieSend die 
Nucleinsaure aus der auf gef angenen Fraktion isoliert und 
gereinigt . 

Insbesondere mit einer geschutteten Filterschicht aus Silica- 
gel mit einer PartikelgrdSe von 15 - 30 iim lassen sich 
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Zellbruchstucke erfolgreich und ohne Verstopfen des Filters 
zuruckhalten und es kann ein klares Lysat erhalten werden. 

Die Filterschichten sind vorzugsweise so modifiziert, daS 
keine Affinitat zu NucleinsSuren besteht. Insbesondere sind 
Hydroxyl-Gruppen tragende Mineral ien Oder beschichtete Mate- 
rialien wie Diol-Silicagel, Diol-Diatomeenerde und/oder Diol- 
Perl it e geeignet. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm kann der Flufi der Probe 
durch die Filterschicht durch Anlegen eines Uberdrucks oder 
Unterdrucks erleichtert werden. Durch die Konf iguration der 
PorengroSe der Filterschicht ist jedoch auch ein Durchgang 
der zu f iltrierenden Probe durch die Filterschicht, getrieben 
durch die Schwerkraft, moglich. Desweiteren kann auch, zur 
Beschleunigung des Passierens der Probe durch die Filter- 
schicht, die Probe durch Zentrifugation durch die Filter- 
schicht befordert werden. 

Als Filterschichten werden z.B. Silicagel, Glas oder 
Diatomeenerde mit PartikelgroSen zwischen 5 und 100 jim 
verwendet. Die besonders bevorzugte Filterschicht ist unbe- 
handelte Diatomeenerde oder modif izierte Diol-Diatomeenerde 
mit FlieSwerten von 0,1 bis 15 Darcy. 

Die nucleinsaurehaltigen Quellen konnen Zellen aus Zell- 
kulturen, Gewebe jedweder Art, Korperf lussigkeiten oder 
Mikroorganismen bestehen. 

Das erf indungsgemaSe Verfahren ist insbesondere zur Pre- 
paration von Plasmid-DNA aus E. coli, Hefe oder eukaryon- 
tischen Zellen oder genomischer DNA aus Blut oder Zellen mit 
einer Gr6Se von 1 bis 50 Kb geeignet. Das erf indungsgemSSe 
Verfahren ist auch geeignet Plasmid-DNA, Cosmid-DNA, insbe- 
sondere fur die molekularbiologische Forschung, wie 
Klonierung und Sequenzierung, Plasmid-DNA zur Gentherapie, 
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genomische DNA zur Analyse, Diagnostik und Gentherapie 
und/oder virale Nucleins&uren zu reinigen. 

Der Uberdruck auf der Seite vor der Passage durch die Filter- 
schicht wird vorzugsweise mittels eines Kolben durchgefuhrt . 

Vorzugsweise schlieSen sich an die Filtrierung weitere 
Aufarbeitungsschritte, wie Trennung an Anionenaustauschern 
und/oder Adsorption und Desorption von anderen mineralischen 
Tragern an. 

Eine Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens besteht aus 
einem Hohlkorper, in dem die Filterschicht angeordnet ist. 
Die Filterschicht ist vorzugsweise zwischen zwei Fixierungs- 
einrichtungen angeordnet. Als Hohlkorper kommt inbesondere 
ein Sprit zenkdrper in Betracht. 

Als Filterschichten, die im erf indungsgemaSen Verfahren 
eingesetzt werden k&nnen, kommen Schicht en in Form von 
Schuttungen, insbesondere aus Glas, Silicagel, Titanoxid, 
Aluminiumoxid oder Diatomeenerde, z. B. Cellit oder Silicagel 
oder Perlite, in Frage aber auch verwebte oder verklebte 
Vliese aus Glasfasern sowie Silica sowie Papier, gepreEtem 
Papier, Vliesen aus Papier oder auch Partikel oder Schichten, 
Membranen oder Kunststoffe, wie beispielsweise non woven 
fabrics, basierend auf Polypropylen oder Kombinationen davon 
zum Aufbau der Filterschicht in Betracht. Andere zur Fil- 
tration geeignete Partikel aus Mineral ien oder synthetische 
Polymere, Diatomeenerde, Silicagel, Perlite und andere 
mineralische Trager sind entweder nicht behandelt oder so 
behandelt, daS sie eine hydrophile Oberfl&che besitzen, die 
Nucleinsauren kaum zu adsorbieren vermag, z. B. Diol modifi- 
zierte Diatomeenerde. 

In einer bevorzugten Aus fuhrungs form des erf indungsgemSSen 
Verfahrens werden gleichzeitig mehrere Proben auf gearbeitet 
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und durch entsprechende Vorrichtungen, die in vorteilhaf ter 

Weise an Mikrotitrationssysteme adaptiert sind, geftihrt. 

Eine geeignete Vorrichtung zur Durchfuhrung des erfindungs- 
gemSSen Verfahrens besteht aus einem vorzugsweise zylin- 
drischen Hohlkorper mit EinlaS- und Auslafiof fnung sowie einer 
Filtrationseinrichtung, die im Hohlkorper angeordnet ist. 
Zur Fixierung der Filtrationseinrichtung kdnnen ubliche 
Befestigungsmittel dienen, wie beispielsweise Verklebungen 
oder aber auch Fixierung durch Reibungskraf te, indem die Fil- 
trationseinrichtung im Hohlkorper eingeklemmt ist. 

Die Vorrichtung besteht aus mindestens einer Filterschicht 
mit gleicher PorengroSe in Richtung der AuslaSof fnung 60 
gesehen. Die Figur 1 zeigt eine besonders bevorzugte Variante 
der Vorrichtung, indem im vorzugsweise zylindrischen Hohl- 
korper 40 die Filtrationseinrichtung 70 aus einer Schicht 
gestaltet ist. Die Partikelgrofie der Filterschicht liegt im 
Bereich von 5 fim bis 500 jzm bei einer gesamten Dicke der 
Filterschicht von 0,1 bis 200 mm. 

Es kann vorteilhaf t sein, eine zusatzliche Schicht 23 in dem 
Hohlkorper 4 0 anzuordnen, und zwar oberhalb und/oder unter- 
halb der Schicht 20, die ein vorzeitiges Eindringen der zu 
f iltrierenden Losung in den Filter oder das Austreten der 
Losung aus der erf indungsgem^Sen Vorrichtung verhindert. 

Es ist jedoch moglich, die Schicht 20 als porose, hydrophobe 
Schicht auszubilden. Ist die hydrophobe Trennschicht 23 
oberhalb der Trennschicht 20 angeordnet, ist es vorteilhaf t, 
wenn die PorengrdSe dieser Trennschicht nicht kleiner als 
diejenige der darunterliegenden Schicht 20 ist. Dieses 
Erf ordernis ist bei der anderen Konf iguration, wobei die 
hydrophobe Trennschicht unterhalb der Schicht 20 angeordnet 
ist, nicht so kritisch. 
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Vorzugsweise weist die Vorrichtung einen Kolben 80 auf , uber 
den ein Druck im Hohlkdrper 40 aufgebaut werden kann, wodurch 
die Passage der Probe durch die Schicht 20 beschleunigt wird. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform ist die erf in- 
dungsgemaSe Vorrichtung mit weiteren zur Nucleinsaureprapara- 
tion notwendigen Instrumenten kombinierbar, wie sie z.B. in 
der P 41 39 664 offenbart sind. 

Die P 41 27 276 offenbart Anionenaustauscher , die in eine 
Membran eingebettet (3M Empore-Membran) sind. Diese Systeme 
sind unter der Bezeichnung QIAwell® handelsublich. 

Beigpjel 1 

Synthese von Diol-Diatomeenerde 

100 g Diatomeenerde werden mit 2.000 ml 10 % Glymo 
(g-Glycido-Oxypropyltrimethoxsilan) in Toluol oder Tetra- 
chlorkohlenstof f gemischt und entgast und 6 Stunden RuckfluS 
gekocht . 

Die entstandene Epoxy-Diatomeenerde wird abgesaugt und mit 
Toluol und anschlieSend Methanol und Wasser gewaschen. 

Zur Herstellung der Diol-Form wird die Epoxy-Diatomeenerde 
mit 10 mM H 2 S0 4 /Wasser 3 h unter RuckfluS gekocht. 

Die entstandene Diol-Diatomeenerde wird grundlich mit Wasser 
gewaschen und getrocknet. 

Die getrocknete Diol-Diatomeenerde wird direkt zur Filtration 
eingesetzt. Die Diol-Diatomeenerde kann durch andere 
Synthesevorschriften, wie sie in der Literatur beschrieben 
werden, synthetisiert werden . 
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Bsj t aaisl 3 

Filter fir Fermenter Kulturen 

Eine ca. 2.000 ml Chromatographiesaule (10cm x 25cm) wird 
am unteren Ende mit einer passenden 50 /xm PE-Fritte oder 
einem Nylon-Netz verschlossen und 5 cm hoch mit Diol-Diato- 
meenerde gefullt. Die Diol-Diatomeenerde wird mit einem sehr 
groben Filtertuch (ca. 150 - 200 /xm) abgedeckt . 2 Liter E. 
coli Zell-Lysat (Hergestellt aus Lyse von 1 vol. E. coli 
Zellen in TE mit 1 vol. 0,1 M NaOH/1 % SDS und Neutralisation 
mit 1 vol. 3M Kalium-Acetat, pH 4.5) werden in die Filter- 
sSule gefullt und 15 Min. ruhen gelassen. Das Filtrat wird 
durch die untere SSulenof f nung mit einer Schlauchpumpe 
abgepumpt und direkt durch eine Anionenaustauscher-Chromato- 
graphiesaule mit DEAE-Sepharose FF (Pharmacia) geleitet. 

Beigpjel 3 

Eine 15 ml PE-Einmalspritze (Durchmesser : 1,5 x 15 cm) wird 
nach Abbildung 1 unten mit einer porosen 50 /xm PE-Fritte 
verschlossen und 1 cm hoch mit 15 - 25 /xm Silicagel gefullt 
und oben wiederum mit einer 50 /xm Fritte verschlossen. Eine 
100 ml E.coli Zellkultur wird abzentrif ugiert und in 5 ml 
TE-Puffer (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7.5) resuspendiert und 
durch Zugabe von 1 Vol. 0,1 M NaOH / 1 % SDS lysiert . Die 
Zell-Lyse wird durch Zugabe von 1 Vol. 3 M Kaliumacetat , pH 
4,8 gestoppt und das Zell-Lysat inklusive der ausgef allenen 
Proteine, K-Dodecylsulf at , genomische DNA und Zellbruchstucke 
in die Filtersaule gefullt. Das Zell-Lysat ruht 10 min, wobei 
die leichteren Zellbruchstucke, Proteine und das ausgef allene 
KDS nach oben steigen. Diese Inkubation verhindert ein 
vorschnelles Verstopfen der Filterschicht mit den Zellbruch- 
stucken und erhoht somit die Schmutzauf nahme und Ruckhalte- 
kapazitat der Filterschicht urn das Mehrfache. Mit einem 
Kolben wird das Filtrat durch die Silicagelschicht gedruckt. 
Das klare Filtrat kann anschliefiend sofort einer weiteren 
Nucleinsaurereinigung iiber Anionenaustauscher-Chromato- 
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graphie, Gelf iltration oder einer FSllung mit Alkohol unter 
zogen werden. 

Die Filterschicht mit den Zellbruchstucken wird verworfen 
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Patentanspruche 

1. Filtrationsverfahren zur Pr&paration von NucleinsSuren 
aus naturlichen Quellen, wobei 

die nucleins&urehaltigen Quellen aufgeschlossen werden, 
der AufschluS fur einen Zeitraum ruht, 
der resultierende AufschluS eine Filterschicht aus 
Glas, Silicagel, Aluminiumoxid Oder geschiitteter Diato- 
meenerde oder verwebten oder verklebten Vliesen aus 
Glasfasern und Silicagel sowie Cellulose, Papier, 
gepreStem Papier, Vliesen aus Papier oder auch Partikel 
oder Schichten, Membranen oder Kunststoffe, wie non 
woven fabrics, basierend auf Polypropylen, passiert, 
die aus der Filterschicht austretende Fraktion aufge- 
fangen wird und 

anschlieSend die Nucleinsaure aus der aufgef angenen 
Fraktion isoliert und gereinigt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Filterschichten 
so modifiziert sind, daS keine Affinitat zur Nuclein- 
s&uren besteht, insbesondere durch Hydroxy! -Gruppen 
tragende Mineralien oder beschichtete Mineralien, 
insbesondere Diol -Silicagel , Diol -Diatomeenerde 
und/oder Diol- Perl ite oder unter Bedingungen f bei denen 
Silicagel keine Affinitat zu NA besitzt. 

3 . Verfahren nach Anspruch 1 und/oder 2 , wobei die Passage 
des Aufschlusses durch Uberdruck, ausgeubt auf der 
Seite der Filterschicht, die vor der Passage liegt, 
oder Unterdruck ausgeilbt, auf der Seite der Filter- 
schicht, die nach der Passage liegt, erleichtert wird. 

4 . Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 3 , 
wobei die Filterschicht aus unbehandelter Diatomeenerde 
oder Diol -Diatomeenerde mit FlieSwerten von 0,1 bis 15 
Darcy besteht . 
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5. Verfahren nach mindestens einem der Ansprxlche 1 bis 4, 
wobei die nucleinsSurehaltigen Quellen 2ellen aus Zell- 
kulturen, Geweben jedweder Art, Korperf lussigkeit , Mik- 
roorganiamen sind. 

6. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 5, 
wobei die zu reinigenden NucleinsSuren Plasmid-DNA, 
Cosmid-DNA, insbesondere fur die molekular-biologische 
Forschung, wie Klonierung und Sequenzierung sind, 
Plasmid-DNA zur Gentherapie, genomische DNA zur 
Analyse, Diagnostik und Gentherapie und/oder virale 
Nucleins&uren sind. 

7. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 6, 
wobei die Filterschicht in einem Hohlkorper angeordnet 
ist . 

8. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 5, 
wobei die Filterschicht in einem Hohlkorper zwischen 
zwei Fixierungseinrichtungen angeordnet ist. 

9. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 8, 
wobei die Filterschicht in einem Spritzenkorper 
zwischen zwei porosen Einrichtungen, wie Glas- oder 
Kunststofffritten, angeordnet ist. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 2 und/oder 9, wobei 
der Uberdruck auf der Seite vor der Passage durch die 
Filterschicht mittels eines Kolben ausgeubt wird. 

11. Verfahren nach mindestens einem der Ansprilche 1 bis 10, 
wobei nach der Filterung weitere Auf arbeitungsschritte 
angeschlossen werden, wie Trennung an Anionenaus- 
tauschern. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, wobei zur Reinigung der 
Nucleinsaure weitere Verf ahrensschritte erfolgen, wie 
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Adsorption der Nucleinsiure an Silicagel oder Glas- 
fasern. 

13 . Zusammenstellungen enthaltend Vorrichtungen zur Durch- 
fuhrung des Verfahrens, wie Einmalspritzen, in denen 
die Filterschicht angeordnet ist, weiteres chromato- 
graphisches Hilf smaterial, wie AnionenaustauschersSulen 
oder Saulen, die Silicagel- Oder Glasf aserschichten zur 
nachtrSglichen Reinigung der NucleinsSuren nebst den 
dazu benotigten Puffern enthalten. 



14. 



Zusammenstellungen nach Anspruch 13, in denen Filter 
mit Anionenaustauscher zur Plasmid-DNA- Preparation 
und/oder Cosmid-DNA-PrSparation enthalten sind. 
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